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@ Einkanal-Mehrfarben-Korrelatlonsanalyse 

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung 

von lumineszlerenden Molekulen durch optische Anre- 

gung in konfokalen Messvolumina, wobei verschiedene 

Spezies von lumlneszierenden Molekulen in einer Probe 

zu jeweils verschledenen Zeiten angeregt werden und die 

von den verschiedenen Spezies aus einem Messvolumen 

slanunende Ernissionsstrahlung durch einen einzigen De- 

tektor aufgefangon wird. Weiterhin wird eine zur Durch- 

fuhrung des Verfahrens geeignete Vorrichtung offenbart. 
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Ilcschrcibung 



|(N)01| Die lirhndunii hcirilVi cin Vcrl'ahrcn /ur licsliin- 
niung von lumincs/icrcnilcn Molcklilcn diircli opiischc An- 
rcgun^ in konfokalcn Mess vol iiniina, wv)bci vcrschialcnc > 
Spc/.ics von luniincs/iciLMiiicn Molcklilcn in cincr Probe /u 
jcwcils vcrschicilcncn /cilcn angcrcgl wcrcicn und die von 
(Ion vcrschicdcnon Spe/.ics aiis cinoin Mcssvoliinien stani- 
ujondc Itnnssionsslrahlung ciurch cincn cin/igcn Dcickior 
uurgclangcn wirci. Wcilcrhin wird cine /ur Durchruhrung l« 
des Vcrlahrens gccigncic Vorrichiung olTcnbarl. 
|0()02| Die Vcrwcndung der l-luores/cn/-Korrclations- 
spckiroskopie iVCS) /inn Nachweis von Analyien isi hc- 
kannt, liP-B-0 679 251 olTcnbarl Vert'ahren uinl Von iehiun- 
gcn /.ur Dclcklion Vi>n Analyien niitiels l-luorcs/cn/spcklro- i5 
skopic. wobci die Ik'siinnnung in einein konlokalen Mess- 
volunicn durehgclulirl wird, das icil (icr /u unlersuchcndcn 
IVobc isl. 

[(M)03| Die I'iuorcs/en/.-Korrclalionsspcklroskopic kann 
in Vcrbindung mil cincr sogcnannlcn Krcu/korrclalionsana- 20 
lysc durehgeruhrl wcrdcn, wobci /wci hinsiehllich niinde- 
slcns cincr opiischcn Higcnschall verschicdencn S^x*/ies 
von luininesAicreniien Molckulcn in cincni konlokalen 
Mcssvolunicn angcrcgl unA das Vc^rhandenscin b/w. (tie Ab- 
wcscnhcil ciner Korrclalion /wischcn bciden Mcsssignalcn 25 
analysicrt wird. liin Nachicil bishor verwcndelcr Krcuzkor- 
rclalionsvcrl'ahrcn bcslchi Jcdoch ^larin. dass die von den 
verschicdencn luniinesziercnden Sjxj/ies siainnienden 
Minissionssirahlungcn ilurch jeweils separate Deiekiorcn 
nachgewicscn werden inussie. 

10004 1 I'ine der vorliegendcn Anineldung /.ugrundc lic- 
gen(W Aulgabe besland darin, Vcrrahren unci Vorrichuingen 
/ur Jiesiinunung von luniines/ierendcn Molckulcn, insbe- 
sondere durch Mchrrarbcn-l*luores/cn/-Korrelalionsspck- 
iroskopie bereil/uslcllcn, die aul" eintachc Weisc cine Be- ^5 
sliiiunung von Kreu/korrclalioncn eriauben. 
|0005| liin Gegensiand der lirlinctung isi soinii ein Vcrl'ah- 
ren zur Besiiniiiiung von luniincs/.ierenden MolekUlen 
durch opiischc Anregung in konlokalen Messvoluniina uiii- 
fassend die Schrille: 

(a) Bcreilslcllen cincr Probe unifassend luinincszic- 
rende MolekUlc, 

(b) Bcstrahlen der Probe mil cincr optisehcn Anre- 
gungs- and Pokussiereinrichiung /ur opiischcn Anre- 45 
gung von iuniics/.icrcndcn Molckulcn in inindcstcns ci- 
ncni konlokalen Messvolunicn, das Teil lier Probe isl, 
und 

(c) Aulfangen und Auswenen von Hinissionssirahlung 
aus deni inindeslens einen Mcssvolunicn, 

1 0006 1 wobci in cincni Mcssvolunicn mehrerc hinsiehllich 
einer opiischcn l:igenseliari vcrseliiedcne Spe/ics von lunii- 
nes/icrentien Molckiilen /u jcwcils verschicdencn '/.eilen 
angeregi wcrdcn uml die v<.)n den verschicdencn Spe/.ies S> 
slanunendc Htnissionsslrahlung durch cincn ein/igen Dc- 
ickior aurgel'angcn und ausgcwerict wird. 
{0007} Das crlindungsgeinaBc Vcrfahren slelli cine Hinka- 
nal-Mehrfarbcn-Korrelalionsanalyse dar. wobci luehaTC, 
/. li. 2. 3, 4 Oder noch luchr, hinsiehllich niindesiens cincr c^f 
opiischcn liigcnschart, wic liiuissionswcllcnlange <xlcr/und 
TAiinines/.cn/.-Abkling/.eil, verschicdcnc vSpc/.ics von lunii- 
nes/icrenden Molekulen in cinem ein/iuen Messvolunien 
angcrcgl und die Signalc au!* cincn; cin/igcn Dcickior aus- 
gcwcrtel werden konnen. 

jOOOHj Hicr/u wcrdcn vor/ugswcisc 2 oder niehr, /. B. 3, 
separaieT.ichiqucllcn, insbcsonderc T.ascr mil unierschiedli- 
chen Welicnlangen, /.. B. Xt, X2. X:\ /.ur jewciligen separa- 



icn Anregung verschiedener Spe/ics verweniiel. Diese sepa- 
ralen Liehlquellen konnen niillelseines cxler inehreaT slell- 
barcr opiischer Sehallclenienle /u jeweils verschiedenen 
/cilen in das konfokale Messvolunien eingesirahll b/w. ein- 
geki)ppch und /ur Anregung der liniission darin vcrwcndcl 
werden. Bcispieic lur gceigncic sicllbarc opiischc Schallelc- 
inenlc simi akuskX)piischc Mtxlulaiorcn. siclibare Rellexi- 
onsclcnientc, wic elwa pic/ogcsicuerlc Spiegel, sicllbarc 
Bcugungsclcnicnte, sicllbarc dilVrakiionsoplische Mteincnie 
und Kerr/ellen. /uni Nachweis der Signale wird pro Mess- 
volunien nur ein ein/.iger Dcickior verwendel, der abwech- 
sclnd die von ilen verschiedenen angcrcglcn Sixv.ies einil- 
licrtcn Signalc aurniiuinl und durch gecigncie MaBnahinen. 
/. li. cine dig i I ales Kodie rungs signal, dclinicii. An den Dc- 
ickior angeschlossen sind vor/ugswcisc wcilcrhin cin Si- 
gnal pro/cssor, cine Dalenspeicherungseinhoil und ein Kor- 
relalor. 

|0009| Das voin Dcickior aufgcnoninicne Signal wird vor- 
/ugsweise niii eineiii der TakltVequcn/ der verschiedenen 
riehlquellen enlspreehenden Kwiierungssignal in eineiii 
Korrclalor ausgewerlel. Allernaliv konnen audi energiedi- 
spersive Deiekiorcn verwcnilei werden, die /wischcn den 
cin/elncn liiuissionsslrahlungsarlen, die von den jeweils 
vcrschicden angcrcglcn Spc/.ics si an mien, imlcrscheiden 
konnen. Die rakUVcquen/, mil (terdic verschiciiencn Lichl- 
quciien aufdas Mcssvolunicn eingesirahll werden, sichl in 
Relalion /.u deni /ii crwarlenden Mcsssignal. So wird bci der 
liesiininiung von Diltusionsereignissen, wo (he Dill usions- 
/eil, /.. B. ini Bcreieh von eiwa I ins liegl, cine TakllVequen/ 
mil eineni erheblich geringcren 'laklinlcrvall, /. B. mil ci- 
ncni Takhnlcrvall von 0,1 10 ^s (cnlsprechend 
)() 0,1 MTT/). /. B. von clwa I ps (cnlsprechend 1 MTT/), 
cingcsiclll. Bci andcrcn Ancn von Bcsiimmungen erfolgl 
cine cnlsprechcndc liinslcllung der 'lakl/cil. 
|0010| Aus dcm /cilvcrlauf der cin/elncn, von jeweils 
verschicdencn lumines/icrcndcn Spe/ics sianimcndcn 
Hmi.ssionssignalcn, /. B. pi, p2, p3, konnen Aulokorrclaii- 
onsl'unklioncn (Icdiglich Bcrucksichligung cincs cin/elncn 
Signals) sowie Kreu/korrelaiionen (geiiieinsaiiie Bcruck- 
sichligung iiiehrerer Signaled/.. B.pl xp2, p2xn3,pl xp3 
(xlcr \i\ X p2 X [i3, bereehnci werden. lis hanilell sieh somil 
urn ein Muhiplcx vert'ahren. das grundsal/lich aul* cine grtV 
Bere An/ahl von T.aserrrcqucn/cn uberlragbar isl. 
100111 Durch cnlsprechcndc cleklroni.schc TTinlcrgrund- 
analyse kann cine Korrclaiions- odcr/und Koin/idcn/kurvc 
bereehnci wcrdcn, bci der "korrckt" auria-lcndc Signalc von 
solehen Signalcn unlersehietlcn wcrdcn konnen, die durch 
uncrwunschic Inlcrrercn/ ((Vosslalk) mehrerer Markie- 
rungsgruppcn cnlsichcn. 

10012} Uni die (ienauigkeii des Verfahrens /u vcrbcssern, 
insbcsonderc uni ein Ubersprechen der liini.ssionslinien )j1, 
p2, p3 und vorallem derlix/.ilaiionslinien ).3 /u ver- 

ringcrn, ki>nnen ilichrt>ilisclie 1 -ilicr odcr/und BKx:kicrungs- 
lillcr, /. B. Inlerrcren/hlier vcrschicilener Ordnungen oder 
Noieh-Mller /ur Kegelung der Sirahlung. /. B, I Lir cine se- 
Ickiive Du rehlassigkeil bei besiimmlcn Welicnlangen. ein- 
gcscl/l wcrdcn. 

|(M)131 liine besonders bcvor/ugle Ausluhrungsfonii des 
crlindungsgcma(.Wn Verfahrens umfassi cine parallcle Be- 
siinimung von lumines/icrenden Molekulen in mehreren 
Probcn. Dabci kann das von iler opiischcn Anrcgungscin- 
richlung ausgestrahllc T.ichl in muliipic Lichlsirahlcn b/.w. 
I Vvi aul'^cspalien werden, die aul' Messvoluniina in mehre- 
ren IVoben lokussicri werden. In cincr besonders bevor/ug- 
len AuslLihrungslbrm erfolgl die Aufspalluni! des ausgc- 
sirahlicn 1 .ichls durch Vcrwendung cincs v)der mehrerer dif- 
fraklivcr opiischer lilcmenie, wic in Dii 101 26 083.0 hc- 
schrieben. Besonders bevor/ugi wird fur jcde Lichiquclle 
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cin dilVrak lives opiischcs lilcnicnl vcrwcndcl, das vor dcr 
Siriihlcnvcrcini>:un>; in den Stnilileni^anji an^eordnel wird. 
|(M)I4| Als dilTraktivc opiisehe lilcinenic konncn bei- 
spiclswcise dreidiiiiensionale, ge^cbcnenlalls aul cincn o|v 
lisch iransparcnien TriiLier aul'^ebrachlc opiisehe Ciilier ver- 
vvemlcl wcrden, wclehc hiinlurehtreiendes T.iehl beu^en uiui 
in iJcr Objcktchcnc durch kv:>nsirukhvc un<t desiruklive In- 
ier!crcn/ein vorhesiininiiL*s Boiiiiungsimislor, d. h. oinc ge- 
W Linsehie Anordnung niultiplcr opiiseher I'oei, in heliebigcn 
AnDrdnungen er/eiigi wcrden konnen. Die niultiplen opii- 
sehen I Vxri werden dabei giinsligenveise durch Inlerferen- 
/cn 1. ( Miming gehildei, wohci nur geringe T,iehlverlusle 
(lurch Inicrfcrcn/.en dcr 0. h/w. hohcrcr Ordnungcn aiillrc- 
len. 

|0015| Die TTerslcllung gecignclcr dilVrakiiver (ipliseher 
I'lenjonte isl beispiclswoiso in dcr l^issorlaliiin von l ". Nikt>- 
laelani Chahiiers Inslitule of Technologies (1999), in dcr 
Disserlalion von M. Johansson am Chahners Insliiule of 
lechnologies (2001) sowie in der Pubhkaiion Johansson 
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TTier/u wcRlen cine <Kler iiiehrere Analyl-bindcndc Subslan- 
/cn dcr Vrobc /.ugcgcben, die eine durch ruinines/cn/ines- 
sung naehwcisbare Markierungsgriippe, insbesontlere I'luo- 
res/enz-Markierungsgruppe iragen. Das erlintiimgsgeniatie 
Verrahren umrassi in diesein I 'all vor/.ugsweiseeine Beslini- 
nmng der Dindung der Markierungssuhslan/ an ilen nach/.u- 
weisemicn Analylcn. Dieser Naehweis kann beispielsweise 
durch Mchrrarben-Kreu/korrelaiionshesl inmiung eriolgen. 
wobei rnindeslens /.wci unierschiedhche Markicrungcn, ins- 
besondere Muorcszcn/inarkierungen, cingcselzi werden, 
ilcrcn korrclierics Signal inncrhalb des Mess vol unions be- 
sliniim wird. Diesc Kreu/korrelalionsbestinunung isl bei- 
spielsweise bei Sehwillc ci al. (Biophys. J. 72 (1997), 
1878 188()) uml Rigler cl al. (J. Bioieehnol. 63 (1998)! 
97 109)beschriebcn. 

|00I9| Insbesonderc eigne! sich das erlindungsgenuiBe 
Verfahren /.uin Naehweis von Bioniolekiilen. B. Nuklein- 
sauren, IVoieinen oder an^leren, in lebendcn Or^anisinen, 
insbesondere in Siiugem wic (ieni Mensehcn vorkoniinen- 



und Hard (Applied Opiics ( 1 999), 1302 l.UO) besehrie- >o den, AnalylmolekOlcn. Darubcr hinaus konnen aueh Analv- 



ben. Als Materialien zur Tlerslellung iler opiischen lile- 
nienie sind KunslslolVe, (lias und VerbundslolVe bzw. andere 
Maierialien niil opiiseher Transparenz fur cine gcgebenc 
Wellenliinge geeignei, die durch phoioliihographische Al- 
zung bearbeiiel werden konnen. 

10016 1 l{ine bevor/ugle A us fiih rungs form des erlindungs- 
gemUL^en Verfahren belriffi tlen Naehweis von in den konftv 
kalen Messvolumina luniineszierenden Molekulen durch 
1 '1 uoresze n z- Korre 1 al i on ss pe k l ros kopie . Das Ver f ahren 
kann grundsalzlich naeh der in i:r-B-()679 251 beschriebe- 
nen Melhode durchgcftihri werden. Dabei erlblgl vorzugs- 
weise die Messung von eineni oder wenigcn Analyiniolekii- 
len in eincin Messvoluiiien, wobei die Konzentralion der zu 
beslininienden Analyimolekule vorzugswcise < 10 niol/l 



ten nachgcwiesen werden, die in vitro aus biologischen Pro- 
ben erzcugl worden sind, z. B. cDNA-Molckule, die durch 
Reverse Transkripiion aus luUNA hergeslelll worden sind, 
txler Proieine, die (lurch in vilro rranslaiion ;ius iiiHNA bzw. 
aus DNA hergeslelll worden siml. Wcilerhin eignel sich das 
Verfahren zum Naehweis von Analylcn, die als Itlenienle ei- 
tier Bibliothck vorliegen und vorbesiimnile (.'haraklerislika, 
z. B. Bindung an das Nachweisreagenz, zeigen sollen. Bci- 
spiele .solcher Biblioihekcn sind Phagcnbibliolheken otler ri- 
bo.st>nialc Biblioihekcn. 

|0020| In cincr besontlers bevorzugien Ausfuhrungsfonn 
uiiifassl die Beslinimung cine Nukleinsiiurehybridisierung, 
wobei cine <Kler nichrere luniineszenzniarkierte Sonden an 
eine /iclnukleinsaureals Analylcn binden. Derarlige TTybri- 



beinigl uml das Messvolurnen vorzugswei.se < 1(J ''^l isl. .^s disierungsverfaliren konnen beispielsweise /.ur Anal vse der 



lis werden stoffspe/.ilische Parameler beslimnil. die durch 
Lumineszcnziue.ssung an den AnalyimolekUlen ermiucll 
werden. Bei die sen Paramelcrn kann es sich uin Translali- 
onsdiifusions-Koeflizienlcn, RolalionsdilVusions-Koclli- 
zienien (xier/und uiu die Itxzilalionswcllenlange. die liniis- 
sionswellenlangc oder/und die T.ebensdauer eincs angcreg- 
len /usiandes eines lurnineszicrenden Moicktils (xlcr die 
Koiubinalion von einer (xier niehrercr dieser McssgroBcn 
handeln. Auf liin/clheilen zu apparaliven Delails wird auf 
die Ollenbarung von liPO 679 251 verwicsen. 
|0017| l-in bcvorzuglcs Merkinal des crhndungsgemaBcn 
Verfahrens beslcht darin. dass der Absland zwi.schen dein 
Mcssvolunien in der ProbenlUissigkeil und der l okussierop- 
lik der Lichiquelle > 1 nun, vorzugsweise 1,5 bis 1(1 mm 



Cienexprcssion, z. B. zur [irmitllung eines Crenexpression.s- 
prolils, zur Analyse von Muiaiionen. z. B. liinzelnukleoiid- 
polymorphismen (SNP) cingcselzi wcrden. Das crlindungs- 
gemiiRe Verfahren eignel sich jcdoeh aueh zur ficsliniriiung 
4<) enzymaiischer Rcaklioncn (xlcr/und zur Bcsiiinrnung von 
Nuklcinsaurcaniphlikalionen, insbesomlcre in einerii I her- 
niocyeling-Proze.ss. Bevorzugle Verfahren zur Besiimniung 
von Nuklcinsaure-Polvmorphisiiien sind in 
Dli l<K)5<) 226.4 und Dli 100 65 631.5 beschrieben. Dabei 
45 wird bcsonders bcvorzugi cine /wci- oder Mchrlarben- 
Kreuzkorrclalionsbcslimrnung durchgcftihri. 
10021 1 In oiner weileren besonders bevorzugien Ausfiih- 
rungsfonu umfa.ssi die Besiimniung den Naehweis einer 
Proiein-lVoiein- (xier Protein-T jgami-Wechsclwirkung, w<v 



unci besonders bcvorzugi 2 bis 5 mm belragi. Wcilerhin isl 50 bei als Proleinligandcn z. B. niedcrniolekularc Wirksloffe 
bcvorzugi. da.sszwischcndem die Probenllussigkeiicnihal- Pepiiile, Nukleinsauren elc. cingcselzi werden konnen' 
lenden irager und der ophschen l-okussicrcinriehlung cin Aueh fur derarlige Beslimniungcn wird bcvorzugi cine 
(Jasphascnbereich angcunlnel isl. iler T.ufi, Sehulzgas oder /wei- oder Mchrfarbenkorrelaliorisinessunu durchgeluhn 
Vakuuni enihallcn kann. Verfahren und Vorriehlungen zur |0022| In einer allcrnalivcn bevorzugien Ausiiihrunus- 
Durchluhrung von 1-(\S mil groBeni Absland zwischen I'o- ss form konnen sogenannie "Molecular Beacon" Sonden oder 
kus.sieropiik und konfokalem Messvolumcn sind in 
DIt 101 11420.6 beschrieben. l ur gewisse Anwendungcn 
kann jcdoeh sclbslvcrsiandlich aueh cin gcringerer Absland 
zwisclicn 1 V.ikussicropiik und Mcssvolunien von < 1 funi ge- 
wiihli wenien. libcnso kann aueh cin unmiiiclbarer Koniaki c^i 
zwischen Probe uml l-okussieropiik, z. U. durch Verwen- 
dung einer rmmersionslUissigkeii, beslelien, 
|001S| Das erlindungsgcMKiLu* Verfahren isl grundsiiizlich 
zur Durchfiihrung beliebiger Besliinmungsverfahren geeig- 
nei. liine bevorzugle Ausfuhrungsfonn belrilVl die Besiim- (o 
inung eines Analylcn in einer Probe, z. B. fur diagnosiische 
Anwendungcn oder lur cin Screening zur fdemilizicrung 
von Wirksiofien. die mil einer /ielsubslanz weeh.selwirkcn. 



Primer cingcselzi werden, die wcnn sic in Ircicr I brm vor- 
liegen cin hinsichilich der Lumineszenzinlensiial oder/und 
-abklingzeii verschiedenes Messsignal als in gebundenein 
/uslantl ergeben. 

10023} liine weilere bevorzugle Ausfuhrung.sfonii der l{r- 
lindung umfassi cin Verfahren zurSeleklion von Pariikeln in 
einer Subsianzbiblioihek, wobei ein Pariikel mil einer vor- 
besiinmilen liigensehafi aus einer l\)pulalion, umi'assond 
cine Vielzahl von untcrschicdiichcn Pariikeln. selekiionieri 
wird. TTierzu wird vorzugsweise cine Population von unier- 
schicdlichen Pariikeln bereilgesiclli, Panikcl, die eine vor- 
bcstimmic liigensehafi aufweisen, markierl. die Panikcl in 
cinem Mikrokanal durch ein Deiekiionsclemeni, unifxs.send 
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niulliplc konfokalc Voluincnclcnicnic. gclcilcl, uiu /wi- 
schcn niarkicrlcn unci nichimarkicrlcn Pariikcln /u unicr- 
schcidcn und iiiarkicrlc Parlikcl abgclrcnnl. Die Schrillc <lcs 
Lciicns und lics Ablrcnncns wcrdcn vor/.iigswcisc niindc- 
slcns cinnial wicdcrholl, wobci die Kon/eniralion der Parli- 
ke I in eincni nachfulgemlen /ykliis gegenuher einein vor- 
herjiehcnden /yklus vor/.ugsweise uiii iiiindeslens den 1-ak- 
lor !tl4 verringerl wird. Die Piiriikel konnen beispiclsweise 
aus /eilen, Teilen von /eiloberlliiehen, /ellor^anellen, Vi- 
rcn, Nuklcinsiiuren. Proleincn und niedeniiolckularcn Sub- 
sranzcn ausgewiilill wcrdcn. Das Vcrfahrvn cignci sich auch 
/.ur Selektion von Pariikeln aus eincr kombinalorisehen Hi- 
bliodiek, die genelische Packungen wic Phagen, /ellen, 
Sporenixicr Uibosonien eiilhallen kann. Die Parukeljxipula- 
lion enthall Vi>r/ugsweise niehr als l(f und besonders be- 
vorzugl niehrals U)'" unlersehiedliehe Piirlikel. Die Pari ikel 
wcrdcn vory.ugswcisc mil eincr Luniines/cn/niarkierungs- 
gruppc luarkicrl. 

|(N)24| Noch cine wcilcrc Ausruhrungstorui uinfasst die 
l)urchfuhrung eincr Scqucn/anaiysc von Polyincrcn, insbe- 
sondcrc Biopolynicrcn, wobci luiiics/icrcntlc I 'ragriicnlc ci- 
nes in der Probe vorhandcnen Analylen bcstininii wcrdcn. 
Diese Ausruhrungsforni isl insbesondere /ur Durehfiihrung 
c'iner Nukleinsiiiire-Seiiiicn/iening geeignel. TTier/ii wird 
vor/ugswcisecin 'Iragerparlikel mil einem daraufimmobili- 
siericn Nukleinsauremolckiil bcreiigeslelll, wobci im Wc- 
scnllichcn allc Nukieoiidbausleine von mindeslcn eincm 
Bascntyp in mindcstcns eincm Strang des Nukleinsaurcnio- 
IckUls cine Muorcs/cnzinarkicrung iragcn. Das Iragcrpani- 
kcl wird in cine Scqucn/.icrvorricblung unifasscnd cincn 
Mikrokanal eingcbracht, dorl. /.. B. mil eincm rR-Iiinfangla- 
ser tesigehalien iintl, /. H. dureh Ueh:indlung mil einer l^xo- 
nuklcase, lorischreilend ein/elnc Nukieoiidbausleine von 
dem inimobilisierlen Nukleinsaureniolekul abgespalien. Die 
abgespallcnen Nuk!eoli(ibausleine wcrdcn dann durch eincn 
Mikrokanal, vor/.ugswcise niillels eines hydrcKiynaniischcn 
Plus-scs, gclcilct und don in konlokalcn VolumenclciHcnicn 
die Bascnfolgc des Nukleinsaureniolekuls aufgrunddcr Ab- 
folgc der abgespallcnen Nukieoiidbausleine bcstiminl. 
|(M)25 1 In eincr bcvor/.ugicn Ausfuhrungsforni crlolgl cine 
Autspallung der von den Lichtqucllcn slaiinticndcn Licbl- 
slrahlcn in mchrcre oplisehe ViK\. Vor/ugswci.sc wird der 
Lichlslrahl in 2 32, insbesondere in 4 16 oplisehe I'(x;i auf- 
gespallen. Durch Verwendung eincr gccignclen I'okussicr- 
opiik wcrdcn aus diesen oplisehen l"(x:i konfokalc Volumcn- 
eiemenle in der Probe abgcbildel. Die konlokalcn Volumen- 
elcmcmc habcn gunstigerwcise eine (jrolk' von 10 bis 
10 1. vor/.ugswcise von U) bis 10 1 und besonders be- 
vor/ugt von 10 bis 10 I. 

|<HI26| /um AulVangcn von Sirahlung, insbesondere 
Mmissionssirahlung aus den mulliplen konlokalcn Volumcn- 
cIciHcnicn, wird vor/ugswcisc Jcweils cin scparalcr Dcick- 
lor pro Volumeneinlicil luler eine orisaunOscnde Dcleklitms- 

niairix, /. B. eine Avalancho-l'olodioilenmalrix oder eine 
cicklronische Dciekloniialrix, /. B. cine CCD-Kaniora. ver- 
wen del. 

|(M)27| Die Aul'spaltung des Liehislrahls in mchrcre opli- 
sehe I'oci eriaubt die parallcle Bcslimmung in separaien 
konlokalcn Volumcnclcmcnlcn, In eincr bcvor/uglen Aus- 
ruhrungstorm sind diese konlokalcn Voluiiienelcntentc in 
jcweils separaien Bchallnissen eines 'IViigcr, vor/ugsweise 
einer Mikrt^slruklun vorgesehen. 

|()028| Das Volunien diescr fk'halmisse liegl vor/ugs- 
weise im Bereich von < 10 ^' I und besonders bcvor/uiil < 
10 ^ I bis 10 - 1. So kann tier 'IVager cine Mikrowellsiruklur 
mil mehreren Venierungcn /ur Aulnahme von Probclllissig- 
keil umfassen, die beispiclsweise eincn Durehmesser /wi- 
sehen 10 und lOOO^iiii aulweisen. (jceigncic Mikrosirukiu- 



rcn sind /. B. in Dli UK) 23 421.6 und Dl: 100 65 632.3 be- 
schricbcn. Diese Mikmsirukiurcn konnen bcispiclswci.se /ur 
Ikslimniung eincr Nuklcinsaurc-TIybriilisicrung in I.osung 
cingcscl/l wcrdcn. Wcilcrhin umlas.si iler Trager vor/ugs- 
> weise mindeslens ein rcmpcraiur-Sicucrungsclcmcni, /. B. 
cin Pellier-lileincnt, welches eine remjxraluncgcluiig tics 
Trager <x1cr/un<l cin/clncr Probcnbehiillnissc darin ermog- 
lichi. 

|0029| Der liir das Verfahren verwcndcle IVagcr isl 

10 /wcckmaBigcrweisc so ausgcslallcl. dass er cine oplisehe 
IXMckiion der Probe crnioglichi. Vor/.ugsweisc wirtl dahcr 
ein /umindesi im Bereich der Probcnbehallni.sse opiiseh 
iransparcnlcr Triiger verwcmici. Der Triigcr kann dabei cnl- 
weder vollslandig oplisch iransparcnl sein ^xlereinc opiisch 

15 iransparenlc fia.sis und cine oplisch undurchla.ssige Deck- 
sehiehl mil Aussparungcn in den Probcnbchiihnissen cnlhal- 
Icn. (iccignelc Malcrialien fur 'Iriigcr siml beispiclsweise 
VcrbundslolVtriiger aus Melall (/. B. Silicium fur die Deck- 
schichl) uml (jlas (fur die liasis). Dcrariigc 'Iriigcr konnen 

20 beispiclsweise liureh Aulhringcn einer Melallschicht mil 
vorgcgcbcnen Aussparungcn fur die Probcnbchalinis.sc auf 
das (jlas cr/cugl wcrdcn. Allemaliv konnen Plasiiktrager, 
/. B. aus Polyslyrol cxler Polyniercn auf Aerylal- oder Me- 
lh:terylnlb:isis cingescl/l wcrdcn. Wcilcrhin isl bevor/ugl, 

IS dass der Triiger cine Abdeckung fur die Probenbehallnissc 
aufwcisu um wahrend der Messung cin gcsehlos.se nes und 
von der Unigcbung iiii Wcsenlliehcn isolicrlcs Syslcm bc- 
rcil/uslellen. 

|()030| In eincr besonders bevor/ugicn AusfUhrungsfonii 

M) wird cin Trager vcrwendcl, der ein Linsenclcmcnl cnlhall, 
das im Strahlengang /wischcn Messvolunicn und Licht- 
quclle b/w. l>eieklor der oplisehen Vorrichlung :jngcordnel 
isl. Ikispiclsweisc kann das Linsenclcmcnl am Bo(len einer 
Mikrowellstruklur angebraehl sein. liin dcrarliges Linsen- 

3.S elemeni liissl sich beispielswei.se durch Mrhii/cn umi I'or- 
men eines Ibiorcsisis unler Verwendung einer Masler- 
I'bnn, /. B. aus Mciall wic Silicium, er/eugcn unddann auf 
den Triiger aufgcbraehl wcrdcn. Aliernaliv konnen /. B. 
bci Verwendung von Triigem aus Vollplaslikslruktur die 

40 Linscnelemcnlc in den Triiger iniegriert, /. B. wahrend der 
TTcrsicllung durch Spril/gicBcn cr/cugl wcrdcn. Durch Vl*r- 
wendung eines T.insenclemenLs, vor/ugswcisc eines konvc- 
xen Linscneleiuenis, kann die numcrische Apcrlur der opli- 
sehen Messanordnung vcrgroLkrl wcrdcn. Diese numcrische 

4.^ Apcrlur liegi vor/ugswcisc im Bereich von 0,5 his 1,2. 
|(N)31| Der Triiger isl wcilcrhin vor/ugswcisc mil einein 
iransparenicn Anlireflexionsuber/ug besehichicl, um eincn 
hoheren Brechung.sindex /u er/eugcn. Als Anlirencxion.s- 
Liber/iige konnen beispiclsweise Iransparenlc Oxide ixlcr 

5i) Niiridc eingesclzl wcrdcn. Aniircfk'xionsbc.schichlungcn 
wcrdcn vor/ugswcisc auch auf der Opiik vcrwendcl. 
|0032| Wcilcrhin konnen im Trager cicklrischc I'cldcr. 
insbesondere ini Bereich tier I'robenbeliiillnisse cr/cugl wer- 
.<len, um cine Kon/cnirierung der /u beslimmcndcn Analy- 

SS icn im Mcssvolumcn /u crreiehcn. Ikispicle fCir lilckirixlen, 
die /ur lir/cugung solchcr clekirischen 1 'elder geeignel sind, 
sind /. B. in Dl: 101 03 .^04.4 bcschricben. 
1 0033 1 Das /u bcsliiumende Molekul kann insbesondere 
bci eincr Bcslimmung im Mikrowel I formal twlcr bci der Ifin- 
/elmolckulsequcn/icrung an cin Triigcrpariikcl gcbunden 
sein. Das rriigcrpailikel hal eine (iroBc. tlic eine Bewegung 
in Mikrokaniilcn und das I'cslhallcn an einer gewtinschien 
Position inncrhalb eincr Scqucn/icrungsvorrichiung crniog- 
lichi. Die I'ariikelgroLk licgi vor/ugsweise im Bereich von 

(y> 0,5 10 pill und besonders be vor/ugt von 1 3 |jm, IkHspiclc 
fur gccignclc Malcrialien von Triigcrparlikcln sind Kun.sl- 
sloffc. wic Polyslyrol. (lias. Quar/, Mciallc otier TTjibmc- 
tatle, wic Silicium, Mcialloxidc, wic Siliciumdioxid, oder 
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Vcrbundnialcrialicn. die luchrcrcdcr /uvorijcnannlcn Koiu- 
pcmcnlcn cnthalicn. Bcsondcrs bcvor/.u|»i wcrdcn oplisch 
iransparcnic Tragcrparlikcl, bcispiclswcisc aiis Kiinslsiollcn 
(xlcr Partikc! niit cincin KunsislollTvcrn und cincr Siliciuiii- 
dioxidhiiilc cingcsci/l. 

|0034| Niiklcinsaurctnolckiilc wcrdcn vor/.ugswcisc iihcr 
ihr 5'-lin4ic aul licin 'Irii^crpuriikcl ininiobilisierl, /.. B. 
diirdi kovalcnic ixicr nichikovalonio Wcchsclwirkun^i. Ik- 
sondcrs bcvor/u«»i cri'olgi die liindun^: von Polynuklcoiidcn 
an iicn IVagcr (iiirch hochal'Iinc Wcchsclwirkungcn /wi- 
schcn den Partncm cincs spc/ilischcn liimicpaarcs, /.. B. 
Bioiin/Sircplavidin (xlcr Avidin etc. Allcmaliv konncn Nii- 
klcinsaurcniolckulc auch adsorpiiv ixlcr kovalcnl an den 
iVagcr gchundcn wcrdcn. 

MMU5I Vorzugswcisc vcrwcndcl man TraiierpariikoL an 
die nur ein ein/igcs Nukieinsaurcniolekiil gebunden isl. 
Dcrurligc 'IVagerpariikel konncn dadurch er/eugl wercien, 
dass die /.ur Besliinmung vorgesehcnen Nukleinsaureiiiolc- 
kiile in eincni niolarcn Verhallnis von vor/ugsweisc I : 5 bis 
1 : 20, /.. n, 1 : 10, nii( den Tra^Jicrparlikeln unler licdingun- 
gen in Koniaki gebrachi wcrdcn, bci dcncn cine Iinniobili- 
sierung der Nuklcinsaurcniolckulc an den Tracer slalllindcl, 
|0036| Die an cinen 'IVagcr gcbundcncn Nuklcinsaurciuo- 
lektile, /. U. DNA-Molekiile odcr RNA-Molckiile, konncn 
in cin/clslrangigcr Ibrni (xicrdoppclslrangigcr I'oriu vorlic- 
gcn. Vor/ugsweise liegen die NukleinsaLireinolckule in ein- 
/clslrangiger I'onii vor. Bcini liinsal/ ITir die Sequen/ierunii 
iragen iru Wcscnllichc allc, /.. H. niindcslens Wife, vorzugs- 
weise niindcslens 95% allcr Nuklcolidhausieine von niinde- 
Mcns eincni Bascniyp, cine Muorcs/,cn/.inarkicrung.sgruppc. 
lis konncn auch ini Wescnilichcn allc Nuklcolidhausieine 
von Tnindcslcns 2 Basenlypcn. heispiclsweise 2, 3 <xler 4 
Basenlypen, cine Muores/cnzniarkierung iragcn, wobei je- 
dcr Bascniyp giinsligerweise cine unlerschiedliehe Muorcs- 
/.en/.niarkicrungsgruppe enthall. Dcrarl triarkierle Nuklein- 
sauren konncn durch cnzyinaiische Priincrcxiension an ci- 
ncr Nuklcinsaurcrnairize unicr Vcrwendung cincr geeignc- 
icn Polyincrasc, z. B. eincrlhcrnioslabilcn DNA-Polyrnc- 
rase, crzeugi wcrdcn. Hine gcnaue lieschrcibung dieses Ver- 
lahrcns (indei sich in Dli 1(K) 31 840. 1 und 
Dli 1(X) 65 626.9 sowic den dorl angegebenen Lilcralur/ila- 
len. 

|0(|37| Noeh ein weilerer Gegcnsland der vorliegendcn 
lirfindung isl cine Vorrichiung zur Besiininiung von lunii- 
ncszicrenden MolckUlcn, insbcsonderc zur DurchfUhrung 
cincs Vcrlahrcns wic zuvor bcschrichcn, unifasscnd 



(a) cinen IVagcr zur Aul'nahr»ie cincr Probe, die iiich- 
rcre verschiedcne Spczics von luiiiineszierenden Mole- 
kiilen enlhall, 

(b) cine opiische Anregungs- und Ibkussicrcinrich- 
tung, uiufa.sscnd inehrcrc separate T.ielilquellcn, und 
ein slellhares opiiselies Scharieleiiieni zur l-inkupplurig 
der scparatcn T jehiquellen zu versehiedenen /xMicn aut 
ein konl'okales Messvolunien, das Teil der Probe ist, 
und 

(e) cine opiische Delcklionseinrichiung, unil'asscnd jc- 
wcils cinen cinzigcn Dclektor pro Messvoluinen zuiu 
Nachweis von Luunncszenz. 

|0038| Der IVager isl voizugswcisc cine Mikrosiruklur 
mil mchrcren. vorzugsweisc niintiesicns 10, be.sonders be- 
vor/ugi niindcslens 102 Behiilinissen zur Aulnahnie einer 
Probcfliissigkcii, wobei die Prohenussigkeii in den separa- 
len liehiillnissen aus einen:xler mchrcren Quellen siannnen 
kann. Das liinbringen der Probedussigkcil in die Bchail- 
nisse des Tragers kann z. B. niiiiels einer piezxKleklrischen 
I'lussigkeilsabgabc-Vorriehiung crloigcn. 



M)039| Die Ikhiillnissc dcs Tragers sind so ausgeslaliel. 
dass sic cine Bindung des Nachweisrcagcn/ mil dem Analy- 
len in T^osung ermogliehcn. Vorzugsweisc handell es sich 
bci den Bchallnisscn um Verlicfungen in der rragcroberlla- 
> chc, wobei diese Verlierungen grundsalzlich cine beliebigc 
I bnn aulwcisen konncn, z. B. krcisfonnig. quadralisch, rau- 
icnlormig cic. Der Triiger kann auch 10.3 ixler niehr separale 
1 ieh :i 1 1 n i s se u I ufas sen . 

10040) Ahcrnaliv kann der Triiger auch cine Mikrokanal- 
10 siruklur niit cincin (xler iiichrercn Mikrokanalcn cnlhallcn, 
die insbcsonderc fur ein Iiinzelmolckul-Scqucnzicrungsver- 
Tahren, wic in D1-: 100 31 840.1 und Dli 100 0.5 626.9 be- 
sehricben, <x!er fur ein Parlikel-Scleklionsverrahrcn, wic in 
Dli UK) 31 028.1 heschriebcn, gceignel sind. 
I *i 10041 1 Die opiische Anregungs- und 1-oku.ssiereinrichUmg 
UMifassl mchrere slark lokussierle Liehkjuellcn, vorzugs- 
weisc Laserslrahlcn, <iie iniiiels cnlsprcchender opiischer 
liinrichtungen aul* das Messvoluinen in der Probcnlliissig- 
kcil rokussierl wcrdcn. Die einzclnen T.ascrslrahlen wcrdcn 
20 mil sicllbaa-n opiischen Schallelemcnien zu jcwcils ver- 
sehiedenen /eilen in cineiii vorgegebenen /eiiiakl auf tias 
Messvolumen iokussierl . 

100421 Wcilcrhin enlhall die opiische liinrichtung vor- 
zugsweisc dichroitisehe l-iher odcr/nnd filivkienmgsMher 
^5 sowic /urAurspallungdcrr.aserslrahicninniuhiplcl'<Ki 
ein Oder mchrere diriraklivc opiische lilcmcnie. Die ililTrak- 
liven opii.schen lilemenie konncn vor o<Ier/und naeh der 
Vereinigung der unlerschiedlichen Laserslrahlen angeordnci 
wcrdcn. Vorzugsweisc wird jc ein dilVraklivcs opiischcs lile- 
30 mcnl rur jc<ien Laser vor der Sirahien vereinigung vcrwcn- 
del. 

|0043| Die Deleklionseinrichlung kann bcispiclswcisc ei- 
nen I'ascrgckoppcllcn Avalanche-lbUxliodcndclcklor (xier 
cinen cickironischcn Deieklor enihaiicn. lis konncn jedoch 
.^S auch Anregungs- oder/und Delcktions-Mal rices, bcslehcnd 
aus cincr Hunklmairix von I-ascrpunkicn, crzeugi durch cine 
DilVrakiionsopiik odcr cinen Quanicn-Well-Laser ,sowie ci- 
ncr Dcleklormalri.x, er/eugl durch cine Avalanche-IbuxHo- 
denmalrix <xier cine elekironische Dcleklormalrix, z. B. cine 
40 ( ■('D-Kamera. verwendcl wcrdcn. 

|0044| Der Triiger kann in vorgefcrtigicr I'orm bcrcil gc- 
slelll wcrdcn, wobei in mchrere separale Behallnissc des 
Tragers lumincszcnzmarkicrle Nachweisreagenzicn, vor- 
zugsweisc lumincszcnzmarkicrlc Hybriilisierungssonden 
45 bzw. -priruer cingcailli wcrdcn. AnschlicKcnd wird der die 
Nachweisreagenzicn cnlliallcndc Tragcr gunsligcrwcise ue- 
iRX'kncl. 

10045} In cincr bcvorzugien Ausriihrungsrorm der lirlin- 
dung wird ein vorgererligler Trager bcrciigcsiclli, der cine 

50 Vielzahl von separaicn, /.. B. 100 Fkhalmisscn cnihali, in die 
Jcwcils unlerschiedliehe Nachweisreagenzicn, z. B. Rcagcn- 
/icn zuni Nachweis cincr Nuklcinsaurchybridisierung wic 
Printer oder/und Sondcn eingclulli vorlicgcn. Diescr IVager 
kann dann mil cincr aus eincni zu unlersuchcnden Or^anls- 
nius, z. B. cinem men.schlichen Paiienlcn, slammemlen 
Probe gcRilli wcrdcn, so dass in den Jcweiligen Bchiillni.ssen 
unlerschiedliehe Analyicn aus einer cinzigcn Probe be- 
slimmi wcrdcn. Dcrarl igc Tragcr konncn beispieiswci.se zur 
lirsicllung cincs (Jene.xpressionsprofils, z. B. fiir die Dia- 

'io gno.slik von Krankheilen. ovler zur Bcsiimmung von Nukle- 
insaurc|Xj|ymorphismcn, z. H. zuni Nachweis einer he- 
.slinuiilcn gcneiischen Pradis|x>silion, verwendcl wcrdcn. 
100461 Wcilcrhin soil die HrlimUing durch die beiliegen- 
den I'igurcn criaulcri wcrdcn. 

100471 KIk. 1 zcigi die schcnialischc DarsiclUing einer 
Ausluhrungslbrm (ics crIindung.sgcmaKcn Vcrlahrcns. Drei 
Lichiquclicn, z. B. La.scr (1. 2, 3) mil Wellcniiingen A.1, A.2 
und XX wcrdcn minds gceigneicr opii.scher Sehallclciiienlc\ 
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/. B. akuskx^plischcn Mcxlulalorcn. vcrbumicn, uni cin liin- 
kdppcln <lor cin/clnen Lascrsirahlcn iibcr cincn vorficiicbc- 
ncn /ciliakt in den Slrahicngang /u cnuoglichcn. Dcr Lascr- 
slralil, dcr iiu vorgcgcbcncn /ciliakt /wischcn (icn Wcl- 
Icnliingcn, X2 iind X^ alicrnicri, trim aiit' cincn dichroi- > 
lischcn I'illcr (6), dcr ihn iibcr cin l-okussicrobjckliv (8) auf 
cin konlbkales Mcssvoluincn in dcr IVobc (10) Icnkt. Von 
luiMincs/.ica*ndcn Molckiilcn in dcr Probe (10) ausgchcnde 
limissionsslrahlung wird durch den dichroilischcn I'ihcr (6) 
und eincn Bkx:kicrungslihcr (12) und anschlicBcnd ubcr K) 
cine Lochhlcn(ic (14) in cincn Delcklor (16) mil Signalpro- 
/cssor, Datcnspcichcrung und Korrclalor gcleitcl. 
|0048| Fi^. 2 /cigt cine schcmalischc DarsielUing lics 
/cilabhUngigcn SignalHusscs 1(1 1 am Dctcklor. Das aus dcr 
liniissionsstrahiung p 1 . p2, von in dcr Probe hclindlichcn I5 
luiuincs/icrcnden Molckiilcn statntiicndc Signal wird voni 
Dcieklor aulgc/cichnet und mil cincm Kodierungssignal I'ur 
don jcwciligen /cillakl dcr Wcllenlangcn X\ , \2 und X3 vcr- 
schen. Aus den /ciivcrlaufcn von pK und p3 konnen die 
cm spree hcnden Aulo- und Kreu/.korrclalionstunklionen be- 2() 
rcchnci wcrdcn. 

|0049| 3A /.cigi die von dcr Wcllcnlangc X abhiingigc 

Ucdcxion (R) b/w. 'IVansTuission (T) dcs dichroilisclicn l-il- 
icrs (6) gcrniiB Kig. 1. Oic Transtiiission isl bei den Anrc- 
gungswcllcnlangcn Xl, X2 und X3 niinimal. 25 
|0050| Fig, 3B /eigl die wellenlangenabhiingigc 'Irans- 
inission (T) eincs BUKkierungslillers ( 12) gemaB Fig. 1 . Die 
Transmission isl iin Bereich dcr Anregungswellenlangen 
XI . X2 und X3 minimal, im Bereich dcr I'juissionswellenlan- 
gcn p 1 . |j2 und )j3 ( nichl gc/.cigl ) Jedoch maximal. M) 
jOOSI I Fij». 4 /cigl die schcmalischc Darstcllung cincr bc- 
sonders bev<")r/.iiglcn Aus! uh rungs Torn i des crlindungsgc- 
miiBen Vcrlahrcns. 3 Laser (21, 22, 23) wcrdcn miltcls opli- 
schcr Schaliclcnicnle (24a, 24b) in cincm vorgegebenen 
/cillakl in den Siralilcngang eingekoppell. Dcr T.aserslrahl 35 
irill durch cin dillraklives opiisches lilemeni (26) hindurch 
und wird dorl in cine Viel/ahl, /., B. 9 opiischcr Voci (im 
Querschnilt gc/cigl), mil cincr im /^nlIakl wcchsclndcn 
Wcllcnlangc Xl. X2 und X3 aufgcspallen. Dcr aufgcspallcnc 
T jchlslrahl wird iibcr eincn dichroilischcn Spiegel (28) und 4<) 
cin, gcgcbencnfalls aus mchrcren Subclcmcnlcn, bcsichcn- 
dcs I'okussicrobjekliv (10) aul cinc Prohcn matrix (12) gclci- 
ict. Dicsc Probcnmalrix bcslcht /. B. cntsprcchcnd dcr Ma- 
trix dcr niulliplcn opiischcn L'cx'i uus mchrcren scparatcn 
Prohcn, die jcwcils cin Mcssvolumcn cnthaltcn. Von den 45 
Mcssvoluniina dcr Probenmatrix (32) slammcndc lin»issi- 
onsslruhlung wir<! durch den dichroilischcn Viltcr (28) und 
cincn BUKkicrungslillcr (34) auf cine Dciekioniialrix (36) 
gelcnkl. Die Matrix von limissionsslmhlen mil cincr Wcl- 
lcnlangc |j1, [i2, |j3 abhangig vom /xMllaki und den in dcr 5i) 
Probe angcrcglcn Molckiilcn ist ini Qucrschnilf ge/cigl. In 
dcr Dcleklormalrix (36) wcrdcn die uus den cin/clncn Mcss- 
voluniina slarnmcndcri Sigrjalc in sc[)aralcn Dctcklorcri aul- 
gcfangcn und ausgcwcrict. 

1 0052 1 Fij?, 5 /cigl cine wcilcrc besondcrs bcvor/ugtc 55 
Ausluhrungsrorni. Dabci isl in Abwcichung /.u dcr in Fi^. 4 
gc/cigien Anordnung dirckt nach jcdem Laser (31, 32, 33) 
jcwcils cin dinVaklives opiisches l^lcmcnl (34, 35. 36) angc- 
ordnct. Somit kann jcder Lascrsirahl in multiple opiischc 
I'oci aulgcspaltcn wcrdcn, bcvor die Sirahlenvcrcinigung f^) 
miticls opiischcr Schaliclcnicnle (37a. 37h) crloigl. Anson- 
stcn wird die Bcslimmung gemtiB Fij;. 4 durchgcfuhrt. 
1 0053 1 Die AustLihrungstormcn gciiuil.^ den Fij». 4 und 5 
cignen sich Ilir cine liinkanal-Mulliplcx-Mchrlarbcnkorrc- 
lationshestimmung. ^>'^ 
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|0054| lis wurdc cine I'luoa's/en/.-Krcuzkorrelaiionsbe- 
stimiiiung von 2 Markicrungsgruppcn in cincr Probe mil 2 
Lascrsirahlcn an dcm (icriit ( ont'wor 2 (/ciL-i) ilurchgcluhri. 
Die Auswcnung ilcr Datcn crl'olgtc derail, dass cine /citiich 
altcrnicrcndc Andcrung dcr Wcllcnlangc dcs Anrcgungs- 
lichls siniulicrl wurdc. Die Wcchscllrcqucn/ war 1 MIT/, 
d. h. die von cincr crsicn Markicrungsgruppe slammcndc 
I'luorcszcn/ wurdc aufO fur cin AMlscgmcnl von 1 ps gc- 
sclzl und die von dcr /weiicn Markicrungsgrupjx slam- 
mcndc I 'luorcs/cnz wurdc aufO fur das niichsle /eilscgmcnl 
von I jjs gcscl/.t. l olgiich war die P'rcqucn/. fur cincn kom- 
picticn /yklus (),.S Mil/ (enlsprcchcnd cincr /A;ildaucr von 
2 MS). 

1 0055 1 PVir cine AMidaucr von 1 s wurdcn 200 Mio. Da- 
lenpunklc aurgc/cichncl. Pro AMiscgmenl von 1 ps wurdcn 
dahcr 20 Dalenpunkic aurgc/cichnct. Um cine Vcr/.ogcrung 
/.u .simulicrcn, die durch cincn Wcllenlangcn wechsel cnlslc- 
hcn konnic, wurdcn /usiiizlich 2 b/w, U) Dalenpunkic pro 
/eilscgmcnl aufO gcsci/t (enlsprcchcnd cincr Vcr/.ogcrung 
von 1()() ns b/.w. 5(M) ns). Die Bcrcchnung dcr Krcu/korrcla- 
tion crlblglc auf Basis dcr Rohdalcn dcs Cicrals. 
1 0056 1 V.s wurdc gcl'undcn, dass irol/ schnellcr wicdcrhol- 
tcr Andcrung dcr Wcllcnlangc dcs Anrcgungslichis cine 
Auswcrtungder Krcu/.korrclalionsfunktion moglich ist. Ins- 
bcsonderc bci cincr Vcr/ogerungsdaucr von 200 > ps (enl- 
sprcchcnd Krcu/.korrclalionskanalcn von 76 und hiMicr) wa- 
rcn keinc signilikanlcn Unlcrschicdc /.u cincr Slandardaus- 
wcrlung /.u crkcnncn. 

Paicnianspriichc 

1. Vcrl'ahren /.ur Bcslimmung von lumincszicrcndcn 
Molckiilcn durch optischc Anrcgung in konl'okalcn 
Mcssvoluniina, umlassend die Schrilic: 

(a) Bcrcilslcllcn cincr Probe, umlassend luinincs- 
/.icrcn(ic Molckulc, 

(b) Bcstrahlcn dcr l^obc mil cincr opiischcn An- 
rc^ungs- und Fokussicrcinrichiung /ur opiischcn 
Anrcgung von lumincszicrendcn Molckiilcn in 
mindcstens cincm konl'okalcn Mcssvolumcn, das 
Tcil dcr Probe ist, und 

(c) AuHangcn und Auswcricn von limissions- 
sirahlung aus dcni niindcsicns cincm Mcssvolu- 
mcn, 

dadurch gekennzeklinet. 

dass in cincm Mcssvolumcn mchrerc hinsichtlich min- 
dcstens cincr opiischcn liigcnschai'l vcrschicdcnc Spc- 
y.ics von lumincszicrcndcn Molckiilcn /u jcwcils ver- 
schicdcncn A'ilcn angcrcgl wcrdcn und die von den 
verse hicdcncn S|xv.ics slainnicndc Itmissionsst rah lung 
durch eincn cin/.igen Dctcklor aurgcfangen und ausgc- 
wcrict wird. 

2. Vcrlahrcn nach Anspruch 1, dadurch gckcnn/cich- 
net, ilass 2. 3 cxler 4 hinsichtlich dcr i)ptischcn liigcn- 
.schaflcn vcrschicdcnc Spc/ics von lumincs/icrcndcn 
Molckiilcn angcrcgl wcrdcn. 

.1. Vcrfahrcn nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gckcnn- 
ycichncl, dass die opiischc Anrcgungscinrichiung mch- 
rerc scparaic Lichtqucllcn, insbesondcrc Laser, zur Jc- 
wciligen Anrcgung vcrschic<lcncr Sjxv.ics in cincm 
Mcssvolumcn unil'asst. 

4. Vcrlahrcn nach Anspruch 3, viadurch gckcnn/cich- 
nci, dass die scparaicn Lichtqucllcn durch cin sicllba- 
rcs opiisches Schaltclcmcnl /.u jcwcils vcrschicdcnen 
AMten in den Sirahlcngang eingekoppell wcrdcn. 

5. Vcrlahrcn nach Anspruch 4, iladurch gckenn/cich- 
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ncl, ilass das sicllbarc opiischc Schallclcmcnl aus aku- 
sloopiischcn Modiilalorcn, Rcllcxionsclonicnicn, Bcu- 
gi]ngselc?ncnlcn,dirrrakiivcn opiischcn Mlcnicntcn und 
Kerr/cllen ausgowahll wird. 

6. VcrfahaTi nach cincni dcr Anspruchc ] bis 5. da- > 
durch ^jckcniiArichncl, dass cine Krcu/konclaiion von 
mincicsicns 2 dcr angcrcglcn luiiiincs/icrcndcn Spc/ics 
bosiiinnn wir<l. 

7. Vcrlahrcn nach cincm tier Anspruchc 1 his 6, (ia- 
diirch gckcnn/ciclinci, tlass die angcrcgicn luniincs/.ic- lo 
rcndcn Spc/ics sich in niindcsicns cincr opiischcn lii- 
gcnschali. ausijcwahh aus Itiiiissionswcllcniangc und 
Luiiiincs/cn/-Abkiing/.cil, unicrschcidcn. 

8. Vcrfahrcn nach cincni dci Anspiuchc 1 bis 7, da- 
durch gckcnn/oichncl, dass (tic separate Auswcriung I5 
<ior von vcrschicdcncn Spc/ics sfaniincmicn liruissi- 
onsslrahiungcn die liinslellung eincs 'laklsignals auf 
dem Deleklor unifassl. 

9. Verrahrcn nach Anspruch 8. da(iurch gckcnn/cich- 
ncL dass man die I Vcqucn/ tics Taklsignals ini Bcrcich 20 
von 10 0,1 MH/cinsicUl. 

10. Vcrfahrcn nach cincni dcr AnsprUchc 1 bis 9, da- 
durch gckcnnAiichnci, dass die scparaie Auswcriung 
tier von vcrschicdcncn Spc/ics sliininicnden l-niissi- 
onsslrahlungcn die Verwcndung eincs cncrgicdispcrsi- 25 
ven Delcklors urnlassL 

11. Verlahrcn nach cincni dcr vorhergchenden An- 
spruchc, dadurch gekenn/.eichneU dass das aul <ias 
Mcssvoluincn cingcsiruhlie Anrcgungslichi odcr/und 
das vonj Mcssvoluincn abgcslrahllc Uniissionslichl op- M) 
liseh gelihcn wird. 

12. Vcrfahrcn nach Anspruch 11, dadurch gckenn- 
/cichnct, dass man diehroilischc I'illcr odcr/und Blok- 
kicrungslilier /uropHsehen l-ilicrung vcrwcmict. 

13. Vcrfahrcn nach cinciu dcr vorher^chenden An- 35 
spruche, dadurch gckenn/ciehnel, dass man cine clek- 
ironischc Tlinicrgrundanalyse durchfUhri, urn Signalc 
hcraus/ulillcrn, die durch unerwunsehic Intcrfcrcnz 
nichrcrcr Spc/ics von lumincs/icrcndcn Moickiilen 
enistchcn. 40 

14. Vcrfahrcn nach cincm dcr vorhcrgchcndcn An- 
spruchc, dadurch gckcnn/cichncl, dass dcr Tragcr 
inchrcrc scparaie Bchiillnissc /ur Aufnahnic von Pro- 
bcn cnlhiill. 

15. Vcrfahrcn nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 45 
/cichnci, dass dcr 'iVagcr cine Mikrowcllsiruktur mil 
mchrcrcn Vcrticfungcn umtassK <lic vor/ugswcisc ci- 
ncn Durchmesscr /wischen 10 und 1000 ^m aufwci- 
sen. 

U). Vcrfahrcn nach cincm dcr vorhcrgchcndcn An- 50 
spruche, dadurch gckenn/eichnet, dass man cine paral- 
Iclc licsiimiiiung von lumincs/ica-ndcn Molckulcn in 
mchrcrcn Mcssvoluniina, insbcsondcrc aus mchrcrcn 
Probcn durchfuhrl. 

17. Vcrfahwn nach cincm dcr vorhcrjichcndcn An- ss 
spriiche, dadurch gekcnn/cichncu dass das von dcr op- 
iischcn Anrcgungscinrichmng ausgcsirahlie Tjchi in 
mulliple I'oci aulgcspahen wird, die aul' Jcweils vcr- 
schiedenc Mcssvi^luniina fokussicrl werden. 

18. Vcrfahrcn nach Anspruch 17, dadurch gekenn- (*) 
/cichnci, dass die Aufspahung dcs ausgeslrahlicn 
Lichls durch Vcrwcmlung eincs odcr mehrcrcr dilfrak- 
livcr opiischcrlilcmcnie erfolgi. 

19. Vcrfahrcn nach Anspruch 18, dadurch gckenn- 
zcichncl, dass fiir jcdc I jchiquclle cin separates dif- r>5 
fraklivcsopiischeslilcmeni vcrwcndci wird. 

20. Vcrfahrcn nach Anspruch 18 odcr 19, dadurch gc- 
kcnnzcichnci, dass man als diifraklives opiischcs iflc- 
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mcnl cin drci<linicnsionalcs, gcgcbcncnfalls auf cinen 
opiisch Iranspaivnlcn 'IVagcr aufgebrachte opiischc 
(lillcr verwcnilei, das hindurchlrclendes Lichl bcugl 
und cin vorhesiinnnies Beugungsmuslcr, umlasscnd 
mulliple opiischc I 'cKi, cr/.eugl. 

-I. Vcrfahrcn nach cincm dcr Anspruchc 16 bis 20, 
dadurch gckcnn/cichnci, dass /uni parullelcn AulVan- 
gcn von limissionsslrahlung aus meha-rcn Mcssvolu- 
niina cine Dclcklionsinalrix, unifas.scnd inchrcrc Dc- 
ickiorcn. vcrwcndci wird, wobci cin Dcicklor jcwcils 
fur cin Mcssvoluincn vorgeschen isl. 

22. Vcrlahrcn nach cincm dcr vorhcrgchcndcn An- 
spriichc, dadurch gckcnn/cichnci, dass dcr Ahsiand 
/wischen dem Mcssvoluincn und dcr I'okussicropiik 
> 1 mm heiriigl. 

23. Vcrfahrcn nach Anspruch 22, daiturch gekenn- 
/cichnei, dass dcr Absland /wischen <lcr Ibkussicrop- 
lik l„5 10 nun und bcsondcrs bcvor/ugl 2 5 mm bc- 
iragl. 

24. Vcrfahrcn nach cincm dcr vorhcrgchcndcn An- 
spruchc, dadurch gckcnn/cichnci, dass die Probe von 
dcr T.ichlqucllc und insbcsondcrc von dcr I 'okussicrop- 
iik ihcnnisch isolicrl isl. 

25. Vcrlahrcn nach cincni dcr vorhcrgchcndcn An- 
spriiche /ur Bcslininiung eincs in dcr IVobc vorhandc- 
nen Analylen. 

26. Vcrfahrcn nach Anspruch 25, tiadurch gekcnn- 
/cichnel, dass man cincn Nuklcin.saurc- Analylen bc- 
siimmi. 

27. Vcrfahrcn nach Anspruch 25 odcr 26, dadurch gc- 
kcnn/cichnci, dass die Bcslimmung umfassi; 

(a) cine Mulalionsanalysc bci Miiklcinsiiua'n, 

(b) cine ( icnexpressionsanalysc, 

(c) cine Nukleinsaure-Sequcn/icrung odcr 

(d) cine Pariikel-Scleklion. 

28. Vorrichiung /ur Bcslimmung von luniincs/icrcn- 
dcn Molckulcn, insbcsonilcrc /ur DurchfUhrung eincs 
Vcrfahrcns nach cincni dcr Anspruchc 1 bis 27, umfas- 
scnd 

(a) cincn 'IViiger /ur Aufnahmc eincr Probe, die 
niehrcre verschicdenc Spc/ics von luiiiincs/icrcn- 
den Molckulenenlhah, 

(b) cine opiischc Anregungs- und 1 bkussiercin- 
richlung, umlasscnd mehrcre .scparaie T jchlqucl- 
Icn, cin sicllbarcs opii.schcs Schallclcmcnl /ur 
liinkopplung dcr scparalcn Lichlqucllcn zu vcr- 
schicdcncn /ciien auf cin konfokalcs Mcssvolu- 
incn. das Tcil dcr Probe isl. und 

(c) cine opiischc Dcleklion.scinrichlung, umlas- 
scnd jcwcils cinen cinzigcn Dclektor pro Mcssv(v 
lumen zum Nachweis von lAmiincs/cn/. 

29, Vorrichiung nach Anspruch 28, dadurch gckenn- 
/eichncl, dass sic wcilcrhin cin otlcr mehrcre dilfrakli- 
onsopiischc lilcmcnic /ur Aulspallung dcs Anrcgungs- 
lichis in mulliple l oci cnihall. 

?il Vorrichiung nach Anspruch 28 odcr 29. dadurch 
gckcnn/cichnci, dass fur jcdc Lichlqucllc cin separates 
diffrakiivcs opiischcs l-lcmcni vorgeschen isl. 
.^1. Vorrichiung nach cincm dcr Anspriichc 28 bis 30, 
dadurch gckcnn/cichnci, dass sic wcilcrhin cine Dcick- 
lormalrix, unifa.ssend mehrcre Dcicktorcn, /urn paial- 
lolcn Auffangen von limis.sionssirahlung aus mchrcrcn 
McssvoUimina cnlhali, wobci cin LVicklor fiir jcwcils 
cin Mess vol umen vorgeschen isl. 
32. Verwcndung dcr Vorrichiung nach cincm dcr An- 
spriichc 28 bis 31 fur die l'iuorcs/cn/-KorreIaiion.s- 
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spcklroskopic. 

Tlicr/u 5 Scilc(n) /cichnun^cn 
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